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 ارزیابی عملکرد روش فلوسیتومتری در شناسایی مقاومت پلاکتی در بیماران مبتلا 
  )LMA( لوسمی میلوئیدی حاد به
 




 دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ارتش، تهران، ایران ،گروه علوم آزمایشگاهی-3
 دانشگاه علوم پزشکی گلستان، گرگان، ایران ت علوم آزمایشگاهی،مرکز تحقیقا-6
 
 67/63/5، پذیرش: 67/33/23، اصلاح: 67/8/13 دریافت:
 
 خلاصه
ژنهای پلاکت تولید و باعث تخریب پلاکتهای تزریق شده بوسیله سلولهای بیگانه خوار  آنتیبادی بر علیه  آنتیمقاومت پلاکتی ایمیون حالتی است که در آن  سابقه و هدف:
ان می هدف از این مطالعه بررسی کارایی روش فلوسیتومتری در پیش بینی نتایج تزریق پلاکت و مقاومت پلاکتی و انتخاب پلاکت سازگار برای بیمارشود. کروفاژ میو ما
 باشد.
فرد سالم  53ار یا بیشتر پلاکت به همراه با سابقه تزریق دوب LMA aimekuel dioleym etucA بیمار دارای 53بر روی این مطالعه مورد شاهدی  ها:مواد و روش
با سرم بیماران، به بررسی میزان  آنهاو مجاورت ) ADFMCکلرومتیل فلورسین دی استات (-5. پس از نشان دار کردن پلاکت ها با انجام شدبدون سابقه تزریق پلاکت 
 پرداخته شد فاگوسیتوز پلاکت ها توسط مونوسیت ها در دو گروه
 86/90±23/20درصد، در گروه بیمار مبتلا به مقاومت پلاکتی ایمیون 83/96±6/68گین قدرت فاگوسیتوز پلاکت ها توسط مونوسیت در گروه در گروه کنترل میان یافته ها:
وسط مونوسیت ). همچنین بین قدرت فاگوسیت پلاکت تp=2/322( بدست آمددرصد  61/19±53/36درصد و در گروه بیمار غیرمبتلا به مقاومت پلاکتی ایمیون 
 ).=p -2/322داری وجود داشت (معنی ساعته نیز هر کدام به تنهایی یک ارتباط منفی  06یک ساعته و  )ICC( tnemercnI tnuoC detcerroCو
بسیار مناسب می باشد و  برای بررسی مطالعات پلاکت ADFMCبا توجه به حساسیت بالای روش فلوسیتومتری، استفاده از بر اساس نتایج این مطالعه و  نتیجه گیری:
 .ردکپلاکتی با روش فلوسیتومتری نیز استفاده  hctam ssorCمی توان از این ماده برای 
 .کلرومتیل فلورسین دی استات-5، ، فاگوسیتوزICCمقاومت پلاکتی، فلوسیتومتری،  واژه های کلیدی: 
 
                                                           
 محمدطاهر حجتیمقاله: دکتر  مسئول *
 moc.liamg@ygolotamehhtm :liam-E                                         932-82361061. تلفن: گرگان، دانشگاه علوم پزشکی گلستان، مرکز تحقیقات علوم آزمایشگاهیآدرس: 
 مقدمه 
رند، ایجاد میشود از جمله عوارضی که در بیمارانی که تزریق مکرر پلاکت دا
 آنتیبادی بر علیه  آنتیمیتوان به مقاومت پلاکتی اشاره کرد که در اینگونه موارد 
ژنهای پلاکت تولید و باعث تخریب پلاکتهای تزریق شده بوسیله سلولهای بیگانه 
خوار و ماکروفاژ میشود. مقاوت پلاکتی عبارتست از عدم افزایش تعداد پلاکت ها 
رمانی بعد از دو مرتبه یا بیشتر تزریق پلاکت، که با محاسبه تا مقادیر مطلوب د
ساعته پس از  06) یک ساعته و tnemercnI tnuoC detcerroC( ICC
). از جمله افرادی که به علت 3-1تزریق پلاکت می توان به وجود آن پی برد (
رد ترومبوسیتوپنی پلاکت دریافت میکنند می توان به بیماران لوسمی حاد، اشاره ک
احتمال ایجاد مقاومت پلاکتی و افزایش نیافتن تعداد پلاکت در این  ) که5و0(
بیماران میتواند منتج به خون ریزی شدید و حتی مرگ ناشی از خون ریزی منجر 
 01تا 9شیوع مقاومت پلاکتی در بیماران هماتولوژی و انکولوژی از  ).6شود (
 لاکتی به دو دسته ایمیون و غیر علل ایجاد مقاومت پ ).9درصد متغیر می باشد (
 
ایمیون تقسیم می شود، از علل غیر ایمیون می توان به تب، عفونت، اسپلنومگالی، 
بادی علیه  آنتی، و از علل ایمیون می توان به آلو انعقاد داخل عروقی منتشر  و
آنتی ژن  بادی علیه آنتیو یا آلو )ALHژن لکوسیتی انسانی (آنتی ژن های  آنتی
ژن های مهم  آنتی). ازجمله 8و7اشاره کرد ( )APHکتی انسانی (های پلا
باعث ایجاد ترومبوسیتوپنی متوسط تا شدید  آنهابادی علیه  آنتیپلاکتی که تولید 
اشاره کرد  I-ALH، و 51-APH، 2-APH، 1-APHشود میتوان به می
در ). از جمله سلول های تاثیر گذار در تخریب پلاکت های تزریق شده 23و33(
افرا مستعد، مونوسیت ها می باشند. این سلول دارای انواع مختلفی رسپتور برای 
 GgIبادی از نوع  آنتیمی باشند. با تولید الو  GgIاز مولکول های  cFقسمت 
های ژنآنتیبه  baFبادی از قسمت  آنتی، ALHو یا  APHهای ژن آنتیضد 
 نماید. قرار گرفتنیپلاکت حساس شده را م سطح پلاکت چسبیده و تولید
های حساس شده در معرض مونوسیت و ماکروفاژ ها با فاگوسیتوز و در پلاکت
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). در این شرایط تزریق پلاکت ناکارآمد 63همراه خواهد شد ( آنهانهایت تخریب 
بوده و پلاکت بیمار طبق انتظار افزایش پیدا نخواهد کرد. سنجش چند گانه با 
یک نوع  ALHژن محلول  آنتیتری پوشیده شده با استفاده از بیدهای فلوسیتوم
که شناسایی های اخیر ارائه شد است. از آنجاییسالباشد که در سنجش جدید می
چون در اکثر موارد  .بسیار مشکل است APH بادی های علیه آنتیآزمایشگاهی 
 .)13نیز وجود دارد ( ALHعلیه  بادی آنتی بادی ها، آنتیهمراه این  در بیماران،
در این مطالعه یک روش فلوسیتومتری بر مبنای قدرت بیگانه خواری مونوسیت 
برای ارزیابی نتایج تزریق پلاکت استفاده شده است. هدف از این مطالعه بررسی 
کارایی روش فلوسیتومتری در پیش بینی نتایج تزریق پلاکت و مقاومت پلاکتی و 
 انتخاب پلاکت سازگار برای بیماران می باشد.
 
 
 هامواد و روش
سازمان انتقال پس از تصویب در کمیته اخلاق شاهدی -این تحقیق مورد
 LMAبیمار دارای  53 بر روی .CER.IMT.RI 1713.23 با کد ایرانخون 
 ،بستری در بیمارستان شریعتی که دارای سابقه تزریق دوبار یا بیشتر پلاکت بودند
فراورده های خونی نیز به عنوان  فرد سالم بدون سابقه تزریق خون و 53به همراه 
 . انجام شدگروه کنترل 
پس از پر کردن  .)03(حجم نمونه براساس مطالعات قبلی تعیین گردید
میلی لیتر نمونه خون  5پرسشنامه توسط همکار مربوطه در بیمارستان شریعتی، 
و افراد گروه  LMAاز این بیماران  ATDEکامل در لوله حاوی ضد انعقاد 
دقیقه سانتریفیوژ گردید. سرم بیماران و  23به مدت 2263gکنترل گرفته و در دور 
میلی لیتری تقسیم و تا  2/5میکروتیوب  افراد گروه کنترل پس از جداسازی در
گراد نگهداری شد. پس از تزریق پلاکت آنتیدرجه س -29زمان استفاده در فریزر 
ساعت پس از تزریق از بیمار نیز نمونه خون  06به بیمار در فاصله یک ساعت و 
) napaJ ,xemsys ,12-XKکامل بدست آمد و توسط دستگاه سل کانتر (
ساعته  06یک ساعته و  ICC)، 53م و بر طبق فرمول (شمارش پلاکت انجا
  محاسبه شد.
جهت تهیه منبع پلاکتی، تعداد شش نمونه خون کامل از افراد سالم دارای 
میلی لیتری ریخته و با یکدیگر مخلوط  53در یک لوله فاکون  Oگروه خون 
 PRP، قسمت رویی که حاوی 226gدقیقه سانتریفیوژ در  53شدند. پس از 
) بود جدا شده و در یک لوله مجزا ریخته شد.  amsalP hciR teletalP(
با دستگاه سل کانتر شمارش گردید و تعداد  PRPسپس مقدار پلاکت موجود در 
پلاکت تنظیم شد. جهت بررسی میزان خلوص پلاکتها در  5x823/lmآن به 
 .secneicsoibdb( 16DCبادی آنتیاز بررسی فلوسیتومتری آن با  PRP
 ) استفاده شد. ASU
) ADFMC(کلرومتیل فلورسین دی استات -5همچنین از 
که یک ماده غیر سمی برای سلول می باشد در ) ASU. ygolonhcetefiL(
میکرومولار برای بررسی سلول زنده با روش فلوسیتومتری مورد  5غلظت نهایی 
لاکتی آنالیز قرار گرفت. همچنین برای کلیه بیماران بصورت مجزا، کراس مچ پ
). 63و پلاکتی به روش ذکر شده در مقالات انجام شد ( ALHژن های  آنتیضد 
جداسازی مونوسیت از خون کامل با استفاده از تکنیک چسبندگی مونوسیت به 
ها ) و برای تعیین درصد زنده بودن سلول93و83فلاسک محیط کشت انجام شد (
 41DCبادی  آنتیز درصد استفاده شد. همچنین ا 2/0از رنگ تریپان بلو 
جهت بررسی میزان خلوص مونوسیت های کشت  )ASU .secneicsoibdb(
پس از مجاور سازی پلاکت های  داده شده به روش فلوسیتومتری استفاده شد.
نشان دار شده با  و سرم بیمار، پلاکت های ADFMCنشان دار شده با 
غنی از بادی با سلول های تک هسته ای  آنتیو حساس شده با  ADFMC
 مونوسیت مجاور شدند. 
بادی  آنتیجهت بررسی قدرت بیگانه خواری(فاگوسیتوز) از افزودن 
به سوسپانسیون سلولی استفاده شد. از آن جایی که  41DCمونوکلونال علیه 
 osI oruolF( CTIFدر طیف رنگی  ADFMCپلاکت نشان دار شده با 
ونوسیت هایی که از نظر ) تولید رنگ می نماید لذا با بررسی مdinayC oiht
). 73مثبت بودند جهت بررسی قدرت فاگوسیتوز ارزیابی گردید ( ADFMC
برای تفسیر نتایج پس از گیت کردن جمعیت پلاکتی و جمعیت سلول های تک 
هیومن  آنتیهسته ای غنی از مونوسیت به ترتیب درصد پلاکت هایی که با 
ه ای غنی از مونوسیت که از و سلول های تک هست CTIFگلوبولین کونژوگه به 
، ) بودندevitisop elbuodمثبت ( ADFMCو  41DCنظر دو مارکر 
 محاسبه گردید. 
برای بررسی تفاوت میانگین بین گروه بیمار و کنترل از نظر آزمایش 
 و yentihW–nnaM Uاز آزمون  APMFپلاکتی و  hctam ssorC
گروه مقاومت پلاکتی  در سه APMFبرای بررسی تفاوت میانگین بین آزمایش 
استفاده  sillaw-laksurkنفر) از تست  53کنترل ( ،نفر)23نرمال ( ،نفر)5(
 معنی دار در نظر گرفته شد. <p2/52و  گردید
 
 
  یافته ها
تعداد پلاکت ها قبل و  بیماران بر اساس ICCمیزان : در بیماران ICCبررسی 
 ICC محاسبه گردید. بررسی بعد از تزریق، و تعداد کیسه و نوع پلاکت تزریقی،
ومت پلاکتی ایمیون مبتلا به مقا بیمار انتخاب شده 53بیمار از  5نشان داد که 
ساعته  یک ICCبین میانگین داری معنی . از نظر آماری تفاوت بودند
در مقابل  2055±177( ساعته 06و  )21523±9586در مقابل  2216±6263(
پلاکتی ایمیون و افراد بیمار غیر  ه مقاومتدر دو گروه بیمار مبتلا ب )2908±6663
 ). =p2/322مبتلا وجود داشت (
میانگین درصد خلوص سلول های تک هسته ای : بررسی های فلوسیتومتریک
غنی از مونوسیت که با روش چسبندگی به محیط کشت از خون محیطی جدا 
ی جدا درصد تعیین شد. با توجه به اینکه درصد مونوسیت ها 66/65±6/35شدند 
شده در سلول های تک هسته ای کم بود از روش جداسازی نایکوپرپ استفاده شد 
درصد مورد قبول می باشد). میانگین درصد سلول های تک  25(خلوص بیشتر از 
هسته ای غنی از مونوسیت که با روش نایکوپرپ از خون محیطی جدا شدند 
 یت های موجود در تعیین شد. با توجه با اینکه در صد مونوس 09/76±/.58
با روش نایکوپرپ بیشتر از روش کشت سلولی بود، در  های تک هسته ایسلول
هسته ای غنی از مونوسیت در این تحقیق  نتیجه برای جداسازی سلول های تک
ارزیابی درجه خلوص سلول های . )3از روش نایکوپرپ استفاده گردید (شکل 
نشان داد که میانگین  ADFMCپلاکت جدا شده و پلاکت نشان دار شده با 
و میانگین درصد سلول های  97/62±2/56درصد خلوص پلاکت ها در سه نمونه 
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های در مونوسیت 41DCنمودار نتایج فلوسیتومتری میزان بیان سطحی  .3شکل 
)گیت Aروش چسبندگی به فلاسک محیط کشت: ( .جدا شده از خون محیطی
 EP)کنترل ایزوتیپ Bجمعیت سلول های تک هسته ای غنی از مونوسیت (
در سلول هایتک هسته ای غنی از مونوسیت  41DC)میزان بیان سطحی C(
گیت جمعیت سلول های تک  )Dجدا شده از خون محیطی. روش نایکوپرپ: (
) میزان بیان سطحی F( EP)کنترل ایزوتیپ Eغنی از مونوسیت (هسته ای 

















جدا شده  در پلاکت های 16DCنمودار نتایج فلوسیتومتری میزان بیان سطحی  .6شکل 
)میزان بیان C( CTIF)کنترل ایزوتیپ B)گیت جمعیت پلاکتی (Aاز خون محیطی: (
در سلول های پلاکت جدا شده از خون محیطی. نمودار نتایج  16DCسطحی 
)گیت جمعیت Dدر پلاکت هاینشان دار شده: ( ADFMCفلوسیتومتری میزان بیان 
در سلول های پلاکت جدا شده از خون ADFMC)میزان بیان Eپلاکتی (
 پلاکتها.در ADFMC)نمودار هیستوگرام مربوط به بیان Fمحیطی(
قدرت فاگوسیتوز پلاکت ها توسط مونوسیت در گروه در گروه  میانگین نتایج
ه بیمار مبتلا به مقاومت پلاکتی ایمیون درصد، در گرو83/96±6/68کنترل 
درصد، و در گروه بیمار غیر مبتلا به مقاومت پلاکتی ایمیون  86/90±23/20
). این تفاوت در دو گروه بیمار مبتلا به p=2/322بدست آمد( 61/ 19±53/36
). همچنین نتایج نشان p=2/322دار بود (یمت پلاکتی و افراد نرمال نیز معنمقاو
یک ساعته  ICCهم در  ین قدرت فاگوسیت پلاکت توسط مونوسیتمی دهد ب
-2/088ساعته بیماران ( 06 ICC)، و هم در p=2/322و  r=-2/588بیماران (

















و  Aنمودار نتایج فلوسیتومتریفاگوسیتوز پلاکت ها توسط مونوسیت ها: ( .1شکل 
در  ADFMCو 41DC ) میزان بیان سطحیB) گیت جمعیت مونوسیتی. (C
و  41DC) میزان بیان سطحی Dسلول های مونوسیت در نمونه کنترل مثبت. (
ران تحت بررسی. سلول های در سلول های مونوسیت در نمونه بیما ADFMC
نشان دهنده میزان  Dو  B) موجود در شکل های 2Qدوگانه مثبت (منطقه 
 پلاکت های فاگوسیت شده توسط مونوسیت ها هستند.
 
  بحث و نتیجه گیری
فاگوسیت پلاکت توسط  قدرت دهد که بین میانگیننتایج تحقیق ما نشان می
تفاوت میانگین قدرت فاگوسیت پلاکت و بین  ونوسیت در دو گروه بیمار و کنترلم
معنی مبتلا به مقاومت پلاکتی و غیر مقاوم، تفاوت  بیمار توسط مونوسیت گروه
 ICCداری مشاهده شد. همچنین بین قدرت فاگوسیت پلاکت توسط مونوسیت و 
 داری معنی ساعته نیز هر کدام به تنهایی یک ارتباط منفی  06یک ساعته و 
حاضر شرایط آزمایش طراحی وضعیت بدن در برابر تزریق در مطالعه . می باشد
بادی های احتمالی می باشد را  آنتیپلاکت است به طوریکه سرم بیمار که حاوی 
) مجاور کردیم تا teletalP delooPهای پلاکتی (ژن آنتیبا مجموعه ای از 
فرآیند حساس سازی پلاکت صورت گیرد و در نهایت آن را در مجاورت مونوسیت 
خود ) در مطالعه 03و همکارانش ( miL قرار داده تا فرآیند فاگوسیتوز انجام شود.
از روش فلوسیتومتری مبتنی بر فاگوسیت شدن پلاکت توسط مونوسیت برای 
پس از  ICCبا اندازه گیری و  پیش بینی نتایج تزریق پلاکت استفاده کردند
ام روش انج پلاکتی، hctam ssorCانجام آزمایش  تزریق پلاکت،
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بادی علیه  آنتیفلوسیتومتری مبتنی بر فاگوسیت شدن پلاکت برای بررسی 
پلاکت از روش  ALHیا  و APHبادی های علیه آنتیپلاکت و برای بررسی 
منفی معنی داری بین روش  آنها دریافتند که یک ارتباط الایزا استفاده کردند.
آنها نتیجه مقایسه  د.بیماران وجود دار ICCفاگوسیت پلاکت توسط مونوسیت و 
روش کراس مچ و فاگوسیت پلاکت توسط مونوسیت را این گونه بیان کرده اند که 
اگر میزان فاگوسیت پلاکت توسط مونوسیت بالا باشد ممکن است آزمایش 
پلاکتی به عنوان یک روش غربالگری موثر در نظر گرفته شود  hctam ssorC
وسیت پایین باشد حتی اگر آزمایش ولی اگر میزان فاگوسیت پلاکت توسط مون
پلاکتی میزان بالایی را گزارش کند قابل اعتماد نمی باشد. به  hctam ssorC
همین جهت در مطالعات به نقش موثر روش فلوسیتومتری در شناسایی این 
در  آنهابرای  ALHعارضه بخصوص در افراد الوایمیون که پلاکت سازگار از نظر 
بیمار با  5در مطالعه حاضر همه  ).73شده است ( دسترس نمی باشد، اشاره
بیماری که  23پلاکتی مثبت بودند اما از  hctam ssorCبالا دارای  APMF
بیمار دارای کراس مچ مثبت  6 نرمال) بودند، ICCپایین (و  APMFدارای 
نفر کراس  23نفر از این  0نرمال است و فقط در  آنها ICCبوده اند در حالی که 
عواملی از جمله عوامل مربوط به بیمار و ویژگی  بوده است. مجموعه مچ منفی
 منبع پلاکت (راندوم یا آفرزیس)، پلاکت تزریقی، پلاکت های تزریقی مانند تعداد
 ICCبین دهنده و گیرنده و مدت نگه داری پلاکت بر روی  OBAسازگاری 
 یتوپنی، موثر پس از تزریق و خون ریزی بالینی در بیماران همراه با ترومبوس
). اما هنوز مطالعات کاملی از اینکه تاثیر این عوامل را در پیش بینی 26می باشند (
با بررسی این  انجام نشده است و به نظر میرسد ،نتایج تزریق پلاکت بررسی کنند
). چرا که کشف 36عوامل نمی توان درجه و میزان خون ریزی را پیش بینی کرد (
کت در کراس مچ پلاکتی الزاما بیانگر تخریب پلاکت بادی ضد پلا آنتیوجود 
و ضد  ALHبادی ضد  آنتیتوسط آن نیست. در این میان گزارش شده که فقط 
). 66دارای نقش پیشگویی کنندگی در مقاومت پلاکتی هستند ( aIII/bII-PG
همچنین در نظر گرفتن این نکته نیز ضروری می باشد که در موارد وجود 
و همچنین تزریق پلاکت های بیش از سه روز ذخیره شده نیز به اسپلینومگالی، 
با توجه به  ).16دلایل غیر ایمونولوژیک شاهد مقاومت پلاکتی خواهیم بود (
برای بررسی پلاکت  ADFMCحساسیت بالای روش فلوسیتومتری، استفاده از 
کرد بسیار مناسب می باشد و از آن جایی که این ماده فلورسنت باعث تغییر عمل
نمی شود و یا به عبارتی بهتر تاثیری بر فعالیت ندارد می توان از این ماده  پلاکت
تا به نتایج  کردپلاکتی با روش فلوسیتومتری نیز استفاده  hctam ssorCبرای 
 بالینی بهتری در شناسایی مقاومت به پلاکت دست یابیم.
 
 
 تقدیر و تشکر
انشگاه علوم پزشکی ارتش وری دابدینوسیله از معاونت تحقیقات و فن
 .می گردد قدردانی تشکر واز این تحقیق هوری اسلامی ایران جهت حمایت جم
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ABSTRACT 
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Immune platelet resistance is a condition in which antibodies are produced 
against platelet antigens and cause damage to injected platelets by phagocytes and macrophages. The aim of this study 
is to evaluate the efficacy of flow cytometry in predicting the results of platelet injections and platelet resistance and 
selecting compatible platelet for patients. 
METHODS: This case-control study was performed on 15 patients with acute myeloid leukemia (AML) with two or 
multiple injections of platelets and 15 healthy subjects without a history of platelet injection. After marking the 
platelets with 5-Chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA) and their adjacency to the serum of patients, the amount 
of phagocytosis of platelets by monocytes was assessed in the two groups.   
FINDINGS: The mean phagocytic power of platelets by monocyte was 18.27 ± 2.86% in the control group, 68.47 ± 
10.40% in the group of patients with immune platelet resistance, and 36.73 ± 15.21 in the group of patients without 
immune platelet resistance (p = 0.001). In addition, there was a significant negative correlation between phagocytic 
power of platelets by monocyte and Corrected Count Increment (CCI) at 1 and 24 hours (p = - 0.001).  
CONCLUSION: Based on the results of this study and considering the high sensitivity of the flow cytometric method, 
the use of CMFDA is highly appropriate for evaluating platelet studies, and it can also be used for platelet crossmatch 
by flow cytometry.  
KEY WORD:  Platelet Resistance, Flow Cytometry, CCI, Phagocytosis, 5-Chloromethylfluorescein diacetate. 
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